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【審査論文】
高速溶媒抽出およびゲル浸透クロマトグラフクリーンアップを用いた
ホンビノス貝（Mercenaria mercenaria）中微量ピレスロイド系
農薬分析法の検討
佐藤千恵、後藤政幸
Analysis of low concentration of five pyrethroid pesticides using 
an accelerated solvent extraction and 
a gel permeation chromatography clean-up treatment in the hard clam 
（Mercenaria mercenaria）
Chie SATO and  Masayuki GOTO
要旨
　内分泌かく乱作用が懸念されるピレスロイド系農薬の環境生態系への影響を把握することを目的に、貝
類中微量ピレスロイド系農薬の分析方法の開発を試みた。ホンビノス貝（Mercenaria mercenaria）を対
象に5種ピレスロイド系農薬（ビフェントリン、ペルメトリン、シペルメトリン、フェンバレレート、デ
ルタメトリン）を添加して、微量濃度における回収率（ホンビノス貝中各農薬濃度0.1ppm）および分析
の迅速性、クリーンアップ処理の妥当性について検討した。農薬分析の前処理には高速溶媒抽出およびゲ
ル浸透クロマトグラフクリーンアップを採用した。結果、ビフェントリン、ペルメトリン、シペルメトリ
ン、フェンバレレートおよびデルタメトリンの回収率はそれぞれ67、86、76、82および79％であり、「食
品中に残留する農薬等に関する試験法の妥当性評価ライン」（平成22年12月厚生労働省医薬食品局食品安
全部長通知）に定められた回収率の目標値（70〜120％）のほぼ範囲内であった。また、高速溶媒抽出
により分析時間の短縮等有効な抽出ができ、ゲル浸透クロマトグラフクリーンアップ法を取り入れたこと
でガスクロマトグラフ/質量分析時の夾雑物質による検出器等の汚染や定量感度の低下が解消された。
キーワード： ホンビノス貝（Mercenaria mercenaria）、ピレスロイド系農薬（pyrethroid pesticide）、
高 速 溶 媒 抽 出（accelerated solvent extraction）、 ゲ ル 浸 透 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー（gel 
permeation chromatography）、ガスクロマトグラフ/質量分析（gas chromatograph/mass 
spectrometry）
１．緒言
農薬は農作物の収穫量や品質確保に欠かせないが、農作物や土壌の残留に限らず、大気や水を通じて河
川および海洋、さらには水生生物に汚染を生じる恐れがある。それに起因して、食物連鎖の頂点に位置す
るヒトが残留農薬による悪影響を受ける可能性は否定できない。農薬の使用に当たっては環境汚染に配慮
して、安全性の確保を十分に考慮すべきである1, 2）。
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近年、家庭および農産物生産農家においてピレスロイド系殺虫剤が多く使用されている。ピレスロイド
系殺虫剤は、除虫菊の殺虫成分であるピレトリンが知られているが、最近、その化学合成品（Ⅰ型ピレス
ロイド系農薬）が生産・販売されている。Ⅰ型ピレスロイド系農薬は生体への蓄積性が少なく、哺乳動物
の生体内や環境中での分解が速い。Ⅱ型ピレスロイド系農薬はⅠ型ピレスロイド系農薬にシアノ基を化学
修飾させて残効性を長くした農薬であり、Ⅰ型ピレスロイド系農薬と比較すると昆虫への毒性が強いもの
が多い3）。ピレスロイド系農薬は哺乳類には低毒性であると言われているが、水生生物に対しては強い毒
性を示す4〜6）。今後、使用量が増えるピレスロイド系農薬による大気・水系環境汚染が否定できないこと
から、水生生物（特に水産食品）への微量濃度汚染・蓄積等の問題が発生しないように監視・モニタリン
グすべきである。化学物質による環境汚染に伴う水生生物の汚染に関する研究としてトリハロメタン等揮
発性ハロゲン化炭化水素の貝類を用いたモニタリングの報告がある7)。しかし、農薬に関する微量濃度汚
染の生物学的モニタリングとして貝類を用いた研究・報告はみられない。そこで、著者らは未だ分析方法
が確立されていない貝類中の微量濃度ピレスロイド系農薬について分析方法を検討した。ホンビノス貝
（Mercenaria mercenaria）は「白ハマグリ」と言われ食されている地域もあり、元来は欧米産の外来種の
貝であったが最近はわが国においても養殖され、日常の食卓に挙っている。東京湾生息のホンビノス貝を
用い、微量農薬分析は厚生労働省通知「食品に残留する農薬、飼料添加物又は動物用医薬品の成分である
物質の試験法」（平成17年 1 月24日食安発第0124001号）（以下「通知法」と記す）を基本操作として、
高速溶媒抽出法（ASE法）およびゲル浸透クロマトグラフクリーンアップ法（GPCクリーンアップ法）を
適用し、分析方法を検討した。結果、貝類中微量濃度ピレスロイド系農薬汚染の生物学的モニタリングに
有効な分析方法を開発したので報告する。
 
２．試料および実験方法
(1)  供試貝
2012年10月東京湾千葉県沿岸海域で採取したホンビノス貝を用いた。なお、ホンビノス貝には本研究
で検討するピレスロイド系農薬が含有されていないことを予め確認した。
(2)  分析項目
研究の対象農薬はピレスロイド系農薬のビフェントリン、ペルメトリン、シペルメトリン、フェンバレ
レート、デルタメトリンの 5 種である。
(3)  実験方法
１）試薬・器具類
① 農薬標準品（関東化学製残留農薬試験用）
② アセトニトリル、アセトン、n-ヘキサン（関東化学製残留農薬・PCB試験用）
③ GPCカラム用アセトン、シクロヘキサン（関東化学製高速液体クロマトグラフィー用）
④ 無水硫酸ナトリウム（和光純薬工業製残留農薬試験用）
⑤ ASE用ハイドロマトリクス（VARIAN製）
⑥ PSAミニカラムおよびGC/NH2積層ミニカラム（SPELCO製）
⑦ GPCカラム（Shodex製CLNpak EV-2000 AC；20φ×300mm）
⑧ ロータリーエバポレーター（東京理化器機製N-2）
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⑨ フラクションコレクター（ADVANTEC製FRACTION COLLECTOR SF-160）
　　をそれぞれ使用した。
２）農薬の前処理装置・分析装置の条件
① ASE法抽出条件
　装置：Dionex製ASE-150
　　オーブン温度：100℃、抽出圧力：1500psi、セル昇温時間：5分、静置時間：5分
　　フラッシュ容量：50％、抽出溶媒：アセトニトリル、使用溶媒量：33mL
② GPCカラムによる分取条件
　装置：日立製PUMP L-2130、島津製COLUMN OVEN CTO-6A
　　溶出溶媒：アセトン：シクロヘキサン（1：4）混合溶液、流速：5mL/min、カラム温度：40 ℃
　　注入量： 5mL
③ ガスクロマトグラフ/質量分析計（GC/MS）分析条件
　　・ガスクロマトグラフ（GC）分析条件
　　　気化室温度：250℃、キャピラリーカラム：J＆W社製DB-5MS（0.25㎜φ×30m×0.25µm）
　　　カラム温度：50℃（1min保持）→ 25℃ /min → 125℃ → 10℃ /min → 300℃（10min保持）
　　・質量分析計（MS）分析条件
　　　インターフェース温度：300℃、イオン源温度：200℃
　　　SCAN（インターバル：0.2sec，スキャンレンジ：m/z 35〜500）、SIM（インターバル：0.2sec）
　　　フローコントロール：スプリットレス、キャリアガス：ヘリウム1.3mL/min
　　　注入量： 1.0µL 
３）実験試料の調整
検量線の作成および添加回収試験で用いる実験試料の調整方法を以下に記した。5種ピレスロイド系
農薬標準品10mgを秤量した後、n-ヘキサンを加え100mLに定容し、標準原液（100ppm）を調製した。
標準原液にn-ヘキサンを用いて3段階に希釈し、5種ピレスロイド系農薬標準溶液（0.1、0.5、1ppm）
を調製し、検量線用標準溶液とした。また、回収率試験用試料はホンビノス貝の殻以外の全量を細切し
た試料（湿重量）10gに0.5ppm標準溶液2mLを加えて調製した。つまり、試料の貝中各農薬濃度0.1ppm
とした。
４）GPCクリーンアップにおける農薬溶出分画の検討
GPCクリーンアップ処理時の溶出液の採取範囲を決めるために、5種ピレスロイド系農薬標準溶液に
ついてGPCカラムおよび溶出溶媒（アセトン：シクロヘキサン＝1：4）を用いて検討した。5種ピレス
ロイド系農薬標準原液（100ppm）にn-ヘキサンを用いて10ppm標準溶液を調製し、その5mLをGPC
カラムに注入した。フラクションコレクターを用いてGPCカラムから流出した溶液0 〜 150mLの範囲
を分画採取した。採取分画は上野ら8)の研究を参考にして、それぞれ0 〜 30mL、30 〜 40mL、40〜
50mL、50〜100mL、100〜110mL、110〜120mL、120〜150mLとした。各分画の流出溶液について、
ロータリーエバポレーターで減圧濃縮（40℃以下）を行い、アセトン：n-ヘキサン（1：1）混合溶液
2mLで溶解し、試験溶液を調製してGC/MS分析を行った。結果、5種ピレスロイド系農薬のGPCカラム
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溶出分画は30 〜 100mLであった。GPCクリーンアップは該当分画を用いることにした。
５）検量線の検討
上記の検量線用 5 種ピレスロイド系農薬標準溶液についてGC/MSを用いて検量線を作成した。 5 種
ピレスロイド系農薬の全てについて、濃度0.1〜1ppmの範囲において良好な直線性が得られた。なお、
定量下限値は0.05ppmとした。
６）回収率の検討
通知法を基本操作として、試料からの農薬抽出にASEを使用した。また、クリーンアップ処理には
PSAミニカラム、GC/NH2積層ミニカラムに加えて、先に検討を行ったGPCカラムを使用した。農薬分
析の操作を以下に記す。ASEセルに（3）実験方法３）で調製した回収率試験用試料10g（ホンビノス
貝中農薬濃度0.1ppm）、ハイドロマトリクス5g、アセトニトリル33mLを入れて高速溶媒抽出を行った。
抽出液を無水硫酸ナトリウムで脱水後、ロータリーエバポレーターで減圧濃縮（40℃以下）した。濃
縮試料にアセトン：n-ヘキサン（1：1）溶液2mLを加えて溶解し、洗浄液（アセトン：n-ヘキサン＝1：
1）20mLを用いてPSAミニカラムによるクリーンアップを行った。次いで、GPCカラムに溶出溶媒（ア
セトン：シクロヘキサン＝1：4）を適用して30〜100mL分画を採取した。採取溶液を減圧濃縮した後、
アセトン：n-ヘキサン（1：1）溶液2mLを加えて溶解し、洗浄液（アセトン：n-ヘキサン＝1：1） 20mL
を用いてPSAミニカラム・GC/NH2積層ミニカラムによるクリーンアップを行った。再度の減圧濃縮後、
アセトン：ヘキサン（1：1）2mLで溶解して試験溶液を作成し、GC/MSによる分析を行った。実験は
３回実施した。
３．結果および考察
ホンビノス貝に5種ピレスロイド系農薬標準溶液を添加した回収実験試料（各農薬濃度0.1ppm）につい
てASE抽出、PSAミニカラム、GPCカラムおよびPSAミニカラム・GC/NH2積層ミニカラムクリーンアップ
処理、GC/MS分析を行った。回収率試験の結果を表１に示した。表 1 より各農薬の回収率は、ビフェン
トリン67％、ペルメトリン86％、シペルメトリン76％、フェンバレレート82％、デルタメトリン79％
であった。化合物により差異はあったものの概ね良好な結果であった。つまり、「食品中に残留する農薬
等に関する試験法の妥当性評価ライン」（平成22年12月厚生労働省医薬食品局食品安全部長通知）に定め
られた回収率の目標値（70〜120％）のほぼ範囲内であり、ホンビノス貝中の 5 種ピレスロイド系農薬
分析方法として適用できると考える。
　　　　　　　表１　５種ピレスロイド系農薬の回収率（％）　　　　（n ＝ 3）
化合物名
回収率（％）
本実験 予備実験＊
ビフェントリン
ペルメトリン
シペルメトリン
フェンバレレート
デルタメトリン
67 
86 
76 
82 
79 
55
71
87
77
75
＊ 予備実験：抽出操作は本研究と同様に ASE 法、クリーンアップ処理は C18 ミニカラム、
GC/NH2 積層ミニカラムおよび PSA ミニカラムを使用した。
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5 種ピレスロイド系農薬のGC/MS分析は通知法の条件に従った。各農薬標準溶液（10ppm）のトータ
ルイオンクロマトグラム（TIC）を図１に示した。各農薬のピークの分離は異性体を含めて良好であり、
満足のいく分析条件であった。
通知法は農薬の抽出操作にホモジナイズ－ろ過抽出法が提示されている。通知法は煩雑であり、溶媒の
使用量も多く、開放系の実験操作である。このため、実験者への溶媒暴露の危険性が高く、所謂、クリー
ンラボの観点から問題となっている。著者らは抽出操作にASEを用いたが、本操作は、溶媒を加熱・加圧
することで抽出溶媒量が少なく、高温下での溶媒抽出により溶解能力が向上し、さらに溶媒が食品成分な
どマトリクスへ拡散しやすくなる。短時間で操作ができ、抽出操作はすべて密閉系であるため、溶媒によ
る室内汚染や実験者への溶媒暴露の危険性が軽減される。このように、抽出効果も大きく、多成分の一
斉分析を行うのに適している。小郷ら9)は畜産物中の残留農薬一斉分析の効率化を図るために抽出操作に
ASEを用いて迅速化の検討を行い、抽出時間の短縮および抽出操作の省力化ができたことを報告した。さ
らに、当該試料中農薬の回収率は70〜120％の範囲で良好な成績が得られたと述べた。抽出溶媒に関し
ては、氏家ら10)が魚類試料中PCB分析に、ASEにアセトニトリルを用いた抽出を検討して95％以上の良好
な回収率であったと報告した。本研究ではこれらの報告を参考に貝中の農薬抽出溶媒にアセトニトリルを
使用した。
貝中農薬分析のクリーンアップ過程の除去対象物質は主に脂質や色素などの夾雑物質であるが、本研究
で使用したGPCクリーンアップカラムは物質の分子量の大きさを利用して試料中の目的成分と脂質および
色素の分離を行う方法である。多くの農薬は500程度の分子量の化学物質が多く、本研究対象の 5 種ピレ
スロイド系農薬の分子量11)は391〜505である。食品中の脂質の大部分を占めるトリグリセライドや多く
の色素の分子量は農薬より大きいことからGPCクリーンアップカラムによる分離は可能であると考える。
上野ら12)は畜水産物中残留農薬についてGPCクリーンアップ処理による多成分分析法の検討を行い、夾雑
物質によるGC/MSへの影響を防止することができたと報告した。また、GPCクリーンアップカラムは主に
脂質含有の多い畜水産物中の農薬分析のクリーンアップ処理に用いられるが、小川ら13)は玄米および野
菜・果実の農産物中残留農薬の一斉分析にGPCクリーンアップカラムを用いて良好なクリーンアップと回
収率の成績が得られたことを報告した。しかし、尾花ら14)は分子量の大きいピレスロイド系農薬分析時に
おいてはごく少量の脂質や色素が重なって溶出すると報告した。ホンビノス貝を用いた本研究では、尾花
らの報告と同様にGPCクリーンアップカラム使用後において若干の色素汚染を認めた。柴田ら15)は微量の
色素除去にGC/NH2積層ミニカラムが有効であったと述べている。そこで先の問題点を解決するために、
図１　５種ピレスロイド系農薬標準品（各濃度 10ppm）のトータルイオンクロマトグラム（TIC）
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図１ ５種ピレスロイド系農薬標準品（各濃度10 ppm）のトータルイオンクロマトグラム（TIC）
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柴田らが提案したGC/NH2積層ミニカラムを追加使用した。つまり、GPCクリーンアップ前にPSAミニカ
ラム、GPCクリーンアップ後にPSAミニカラム・GC/NH2積層ミニカラムを用いた。この一連のクリーンアッ
プ処理（PSAミニカラム→GPCカラム→PSAミニカラム・GC/NH2積層ミニカラム）により、色素等の夾雑
物質が十分に除去できた。クリーンアップ法の改良により、色素等の夾雑物質によるGC/MSカラムや検
出部汚損の問題を解決することができた。
著者らは、過去にホンビノス貝中微量ピレスロイド系農薬の分析について予備実験を行った（表1）。
予備実験では廉価な処理法を目指してGPCクリーンアップ法を取り入れず、固相抽出ミニカラム（C18ミ
ニカラム→GC/NH2積層ミニカラム→PSAミニカラム）のみによる前処理を試みた。抽出操作は本研究と
同様にASEを用いた。本実験の回収率は予備実験のそれらと比較して、ビフェントリン、ペルメトリン、フェ
ンバレレート、デルタメトリンはそれぞれ12％、15％、5％、4％に向上したが、シペルメトリンの回
収率は11％低下した。予備実験では色素の除去が不十分であったため、MS検出器が夾雑物質によって汚
染し、感度の著しい低下が見られた。本実験のGPCクリーンアップにより操作の煩雑さが軽減され、GC/
NH2積層ミニカラムを追加使用することで、予備実験で問題となっていた夾雑物質によるGC/MS検出部の
汚損を防止することができた。
以上のことから、ASE抽出およびGPCクリーンアップを使用する 5 種ピレスロイド系農薬分析方法はホ
ンビノス貝を用いた微量濃度ピレスロイド系農薬の生物学的モニタリングの一手法として利用できると考
える。
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